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RESUMEN 
 
La disminución de la población de la abeja europea, Apis melífera, es un problema global. 
Numerosos factores aparecen como potenciales causas y se cree que una combinación de estos 
agentes contribuye con la pérdida de las abejas. Dentro de esos factores se encuentran la 
exposición no intencional de pesticidas contra plagas de la agricultura, siendo imidacloprid, un 
pesticida de la familia de los neonicotinoides, uno de los más tóxicos que se aplican en los 
cultivos agrícolas. Por otro lado, uno de los patógenos más importantes asociado a la 
desaparición de las abejas y presente en Chile es Nosema ceranae, un patógeno intracelular 
obligado formador de esporas que disminuye la vida media de las abejas. El objetivo del estudio 
fue evaluar in vitro, si existe un efecto sinérgico entre la exposición oral a imidacloprid y la 
infección con N. ceranae en A. mellifera, a través del registro de la sobrevida, el grado de 
infección y la expresión de genes relacionados con inmunidad individual humoral en abejas 
adultas. Se evaluó, a los 4 y 7 días post infección (dpi), el grado de infección de N. ceranae y los 
niveles de expresión de genes involucrados en la respuesta inmune (abaecina, defensina-2 e 
himenoptaecina), estos fueron medidos por análisis de qPCR, mientras que la sobrevida fue 
analizada diariamente. Para esto, abejas adultas fueron expuestas el tercer día de vida a una dosis 
subletal de 150 y 300 ppb de imidacloprid y a los dos días post exposición, se infectaron con 
120.000 esporas de N. ceranae. Los resultados muestran que la sobrevida de las abejas expuestas 
a 150 ppb  de imidacloprid e infectadas con N. ceranae, disminuyó en un 18% y 37% a los 4 y 7 
dpi, mientras que, en abejas expuestas a 300 ppb e infectadas, la sobrevida disminuyó en un 60% 
y 85% a los 4 y 7 dpi. Junto con ello, se registró un aumento significativo en el grado de 
infección por N. ceranae en abejas expuestas a 150 ppb  de imidacloprid, alcanzando las 180.000 
y 300.000 esporas/abeja a los 4 y 7 dpi. Los niveles de expresión para los genes abaecina, 
defensina-2 e himenoptaecina, disminuyeron significativamente a los 4 dpi en abejas expuestas 
previamente al pesticida (150 ppb) e infectadas, esta inhibición se mantienes a los 7 dpi, al 
compararlo con el control de infección. Los resultados muestran que entre la exposición a dosis 
subletales de imidacloprid y la infección por N. ceranae, se genera un efecto sinérgico en la 
mortalidad de A. melífera. Lo anterior podría ser explicado porque tras la exposición al pesticida 
se produce una inhibición en  la expresión de genes que codifican para síntesis de péptidos 
antimicrobianos, lo que  favorecería el aumento en los niveles de infección por N. ceranae. Esto 
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puede ayudar a entender de mejor  forma la potencial contribución de estos factores en el 
despoblamiento de las abejas. 
 
ABSTRACT 
 
The decline of the European honey bee, Apis mellifera, is a global concern. Several factors 
appear as potential causes and it is believe that a combination of these factors contribute to honey 
bee loss. One of these factors is the unintentional exposure to pesticides, being imidacloprid one 
of the most toxic neonicotinoid pesticides, applied in agricultural crops. On the other hand, one of 
the most important pathogens associated with honey bee loss described in Chile is Nosema 
ceranae, an intracellular obligate spore-forming pathogen, which decrease the half-live of bees. 
The aim of this thesis was to evaluate in vitro the synergistic effect between sub-lethal oral 
exposition to imidacloprid and Nosema ceranae infections in A. mellifera, through the recording 
of survival, grade of infection and expression of genes related to individual humoral immunity in 
adult bees. At 4 and 7 days post infection the genes expression level related to immune response 
(abaecin, defensin-2 and hymenoptaecin) were quantified by q-PCR analysis, the level of N. 
ceranae infection was also assessed and survivorship was observed daily. For this, adults honey 
bees at 3 days post emergence (dpe) were exposed to imidacloprid 150 and 300 ppb and at 5 dpe 
were infected with 120,000 N. ceranae spores.  The results show that the honey bees exposed to 
imidacloprid (150 ppb) and infected with N. ceranae, decreased in a 18% and 37% their survival 
at 4 and 7 dpi, while honey bees survival exposed to imidacloprid (300 ppb) and infected, 
decreased in a 60% and 85% at 4 and 7 dpi respectively. Along with it, a significant increase in 
the infection level was observed, reaching 180,000 and 300,000 spores/bee in honey bee exposed 
to imidacloprid 150 ppb at 4 and 7 dpi. The gene expression levels showed, a significant decrease 
for abaecin, defensin-2 and hymenoptaecin when honey bees were previously exposed to 
imidacloprid 150 ppb and inoculated, this inhibition is maintained at 7 dpi when compared to 
infection control. These findings demonstrate a synergistic effect between sub-lethal imidacloprid 
exposition and N. ceranae infection. This could be explained because after exposure to the 
pesticide there is an inhibition in the expression of genes coding for antimicrobial peptide 
synthesis, which would advantage the increase in N. ceranae infection levels. This could help 
better to understand the potential contribution of these factors to honey bee depopulation.  
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1 INTRODUCCIÓN 
1.1 Importancia de la investigación de la abeja de la miel 
 
La abeja de la miel, Apis mellifera, es un insecto de gran importancia económica debido al valor 
que generan la actividad apícola, la cual es realizada principalmente por familias campesinas de 
manera relativamente artesanal, que le da ingreso a miles de personas desde Atacama hasta Los 
Lagos. Los productos derivados de la apicultura son: la miel, cera, jalea real, apitoxinas, 
propóleos, producción de material vivo (abejas reinas) y servicio de polinización. Uno de los 
principales productos comercializados es la miel, la cual ha experimentado una importante alza 
en la última década. Para el año 2015 las exportaciones de miel alcanzaron los 2.292 millones de 
dólares para un volumen de 623.642 toneladas, siendo China, Estados Unidos, Argentina y 
México los principales actores del rubro, mientras que Chile se situó en la posición 20 de los 
países productores, con un volumen 7.860 toneladas con un valor estimado en 31,63 millones de 
dólares durante los primeros 7 meses del año 2015, de la cual casi su totalidad fue exportada a 
Alemania (65%) y Francia (12%) Bélgica (4%), España (4%) y otros países de la Unión Europea 
(ODEPA, 2015).  
 
Otro eje importante de la actividad apícola es el servicio de polinización. Almendros, manzanos, 
cerezos, pepino, cebolla y girasol son solo algunos de los cultivos en los cuales la abeja de la miel 
es esencial para la producción. El valor económico de la polinización realizado por estos insectos 
se estima en 153 billones de euros en el mundo (Gallai et al., 2009). Sin embargo, desde hace 
algunas décadas, la pérdida de las colonias de abejas alrededor del mundo, 59% en Estados 
Unidos entre los años 1947 y 2005 (Ghazoul, 2005) y 25% en Europa Central entre 1985 y 2005 
(Potts et al., 2010), ha aumentado la preocupación por una crisis de la polinización mundial. 
Plagas y patógenos, factores ambientales y la diversidad genética son los tres factores que están 
involucrados en el declive de los polinizadores. Por lo tanto, se hace urgente la necesidad de 
desarrollar nuevos conocimientos en la investigación de las abejas con el objetivo de mejorar 
nuestra comprensión de la biología y la interacción entre pesticida- patógeno y así prevenir que la 
población decline aún más.  
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1.2 Biología de la abeja  
 
Las abejas, junto con las avispas, hormigas y termitas son denominadas insectos sociales, las 
cuales, se caracterizan por un avanzado nivel de jerarquía dentro de la colonia. Los miembros 
adultos de una colonia pertenecen a dos o más generaciones solapadas, cuidan de manera 
cooperativa a los más jóvenes, y están divididos en castas reproductoras y no reproductoras 
(Wilson y Holldobler, 2005). En el caso de las abejas, existen tres diferentes castas: Reinas, 
obreras y zánganos (Figura 1) cada una de las cuales tiene distintos roles dentro la colonia. 
 
 
 
 
Figura 1: Morfología de las distintas castas de abejas. Fuente: www.ebka.org 
 
Reina (izquierda) se caracterizan por tener un largo abdomen, en cambio, los zánganos (centro) 
tienen un abdomen y tórax más musculoso. Las obreras (derecha)  son las más pequeñas en 
tamaño.   
 
Por lo general, sólo hay una reina por colonia y es considerada la abeja más importante dentro de 
la colmena. Ella tiene la función de poner huevos y propagar la especie. Además de la 
reproducción, la reina secreta feromonas especiales que produce en sus glándulas mandibulares y 
otras glándulas que consolidan la unión y cohesión de su familia y que controlan ciertos aspectos 
de la fisiología y comportamiento de las obreras. La abeja reina vive en promedio unos dos a tres 
años, aunque a menudo son reemplazadas luego de un año en colmenas comerciales. Las obreras 
son las hembras estériles de la colmena y su número varía desde 20.000 en invierno a 60.000 en 
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verano. Como su nombre lo indica, las obreras desempeñan innumerables funciones que van a 
depender de la edad. En general, las obreras jóvenes permanecen en la colmena realizando tareas 
de limpieza, cuidado y alimentación de la reina y las crías. En cambio, las obreras viejas realizan 
tareas de defensa y recolección de polen y néctar. La vida media de una obrera varía dependiendo 
la estación del año, en invierno pueden vivir hasta 3-4 meses y de 3 a 6 semanas en verano. Los 
zánganos son los machos de la colonia, viven en promedio 21 días y su número varía entre 600 y 
3000. Solo tienen una función, la cual es aparearse con la reina, muriendo al poco tiempo después 
o son expulsados o asesinados por las obreras a finales del verano (Page y Peng, 2001).  
 
1.2.1 Desarrollo de la abeja de la miel  
 
La comprensión de la biología del desarrollo de las abejas es fundamental para la investigación 
de la abeja de la miel, ya que diversas etapas de la vida tienen diferente fisiología y responden al 
estrés ambiental de diversas formas. Como muchos otros insectos, las abejas pasan por cuatro 
estados de desarrollo: Huevo, larva, pupa y adulto (Figura 2)  
 
 
Figura 2: Estados de desarrollo de una abeja obrera de la miel. Fuente: www.ebka.org 
 
En primer lugar, la reina pone un huevo en la parte inferior de la celda. Una vez que el huevo 
eclosiona a larva, las abejas nodrizas alimentan a la larva durante 5-6 días y sellan la celda. La 
larva se convierte en pupa y finalmente emerge como un adulto.  
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El huevo de la abeja, es cilíndrico, mide cerca de 1.6 mm de largo y 0.4 mm de diámetro. Cuando 
la reina deposita el huevo en la celda, este se sitúa verticalmente, al segundo día el huevo se 
dobla sobre sí mismo y al tercer día el huevo se coloca de lado con  el fin de desarrollar más la 
cabeza que el extremo abdominal. Finalmente en el cuarto día se desarrolla completamente la 
larva. 
 
Durante los primeros 3 días, la larva es alimentada por las abejas nodrizas con una dieta de jalea 
real, un fluido lechoso rico en proteínas, producida a partir de las glándulas de la cabeza de las 
obreras. Después del tercer día, la larva es alimentada con una mezcla de miel y polen preparada 
por las obreras. Al noveno día después de la eclosión la larva se encuentra en su máximo tamaño 
y no puede alimentarse más. En esta etapa la celda es sellada con una capa porosa de cera y polen 
y comienza el cambio a pupa.  
 
Esta es una etapa sin alimentación, durante la cual la larva se transforma en adulto. Durante la 
pupación poco a poco se forman las estructuras de un cuerpo adulto. En primer lugar,  la cabeza y 
el tórax se desarrollan y cambian de color, seguido por el abdomen y finalmente las alas. Una vez 
que la pupa se ha transformado en un adulto, está listo para emerger. En el vigésimo primer día 
de la eclosión del huevo, la abeja adulta muerde la cubierta de cera y polen para emerger. 
Después de su nacimiento, ella limpia su celda y otras celdas de su alrededor (Page y Peng, 
2001).  
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1.3 Inmunidad Innata de la abeja de miel 
1.3.1 Inmunidad Social 
 
Durante el desarrollo, las abejas están constantemente expuestas a diferentes patógenos. De ésta 
forma, la comprensión de cómo las abejas responden al ataque de los patógenos a nivel social e 
individual se vuelve una importante área de estudio. A lo largo de la evolución de las abejas 
melíferas, han surgido novedosas adaptaciones fisiológicas, comportamentales y de organización 
de la colonia para combatir el aumento del riesgo de enfermedades. Algunos ejemplos de 
adaptaciones comportamentales son; el grooming, el comportamiento higiénico, las secreciones 
glandulares y el uso de resinas (Evans y Spivak, 2010). El factor común entre éstas defensas está 
basado en acciones colectivas o en el comportamiento altruista de individuos infectados que 
benefician a la colonia, por lo tanto, dependen de la cooperación de los individuos de grupos 
sociales que resulta en el control o eliminación de infecciones parasitarias. A este fenómeno se le 
llama “inmunidad social” y actualmente ha recibido mucha atención (Evans y Spivak, 2010).  
 
1.3.2 Inmunidad Individual 
 
La inmunidad innata individual también es importante para la supervivencia de las abejas y al 
igual que todos los animales, las abejas de todas las edades y castas  tienen evolucionados 
mecanismos para limitar los impactos de sus patógenos. Estos mecanismos implican la 
resistencia patógena, mediante la construcción de barreras frente a la infección o las respuestas de 
defensa una vez que la infección se ha producido, o la tolerancia de los patógenos mediante la 
compensación de los  costos energéticos o daños en los tejidos causados por cualquiera de estos 
patógenos  o propias respuestas inmunes de la abeja. 
 
Defensas mecánicas, fisiológicas e inmunitarias proporcionan la ruta clásica para la resistencia a 
los agentes patógenos.  Las barreras mecánicas incluyen la cutícula y capas epiteliales de la abeja, 
que en muchos casos impiden que los microbios se adhieran o entren en el cuerpo. Las barreras 
fisiológicas pueden incluir cambios en el pH y otras condiciones químicas del intestino de las 
abejas para combatir la invasión microbiana  (Crailsheim y Riessberger-Galle, 2001).  Las abejas 
son conocidas por generar una respuesta inmune inducida  por heridas o frente a la exposición a 
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agentes patógenos (Evans et al., 2006). La inmunidad innata individual puede ser dividida  en 
respuesta celular y humoral. 
 
1.3.2.1 Respuesta Celular 
 
La respuesta celular está mediada por los hemocitos, los cuales son células circulantes en la 
hemolinfa de las abejas. En Drosophila melanogaster, un prohemocito se puede diferenciar en 
tres tipos de hemocitos; plasmatocitos, lamelocitos y células cristal (Lemaitre y Hoffmann, 
2007).  Los plasmatocitos son los responsables de la fagocitosis de las células muertas y de los 
patógenos. Los lamelocitos son células adherentes, largas y planas que rara vez se encuentran en 
individuos sanos y son los responsables de encapsular y neutralizar objetos demasiado grandes 
para ser fagocitados. Las células cristal son un tipo de hemocito no fagocítico y está relacionada 
con el proceso de melanización, la cual forma parte de respuesta humoral. La respuesta celular 
mediada por los hemocitos descritos puede ser subcategorizada en fagocitosis, nodulación y 
encapsulación (Lavine y Strand, 2002).  
 
La fagocitosis es uno de los mecanismos de defensa más extendidos en el reino animal. 
Básicamente consiste en que cuando un plasmatocito reconoce un patógeno (bacterias, virus) 
emite prolongaciones citoplasmáticas que lo engloban. Una vez que la partícula está en el interior 
de la célula se forma una vacuola con la que se fusionan lisosomas, los cuales en su interior 
poseen enzimas que van a degradar el agente fagocitado. Por otro lado, la nodulación es un 
proceso de agregación de células alrededor de un cuerpo extraño, que no puede ser removido de 
circulación mediante la fagocitosis, tal como hongos entomopatogénicos. Por último, la 
encapsulación se produce cuando los prohemocitos son diferenciados en lamelocitos tras la 
infección de patógenos demasiado grandes para ser fagocitados tales como los nematodos y 
parasitoides. Esta respuesta es similar a la nodulación (Franssens et al., 2006). 
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1.3.2.2 Respuesta Humoral 
 
La otra subdivisión de la inmunidad innata es la respuesta humoral, la cual trabaja estrechamente 
con la respuesta celular para combatir a los patógenos. La respuesta humoral es generalmente 
definida como un evento de reconocimiento de patógenos que ocurre en la hemolinfa. Las 
defensas humorales incluyen la producción de péptidos antimicrobianos, especies reactivas de 
oxígeno y cascadas enzimáticas que regulan la melanización de la hemolinfa (Lavine y Strand, 
2002). 
 
Las abejas y otros insectos poseen cuatro rutas principales e interconectadas en respuesta a la 
exposición del parásito; Toll, IMD, Jak / STAT, y Jnk (Theopold y Dushay, 2007). El primer 
paso para la activación de estas vías es el reconocimiento de patógenos. En las abejas de la miel, 
este paso requiere un receptor de reconocimiento de patrones (PRR) para entrar en contacto con 
las moléculas microbianas. Más específicamente, dentro de los PRR existen las proteínas de 
unión a bacterias Gram negativas (GNBPs) y las proteínas de reconocimiento de peptidoglicano 
(PGRPs) como los residuos de β-glucano encontrado a menudo en la superficie de algunos 
parásitos como los hongos (Lemaitre y Hoffmann, 2007). 
 
1.3.2.2.1 Péptidos antimicrobianos (AMPs) 
 
Uno de los principales componente de la respuesta inmune humoral desarrollada por los insectos 
para eliminar patógenos invasores es la rápida y masiva producción de péptidos antimicrobianos 
(AMPs) (Hoffmann et al., 1999). Estas son pequeñas proteínas, generalmente de tipo catiónico y 
menores a 100 aminoácidos de longitud que a menudo son sintetizados en la grasa corporal. Una 
vez sintetizados, los AMPs son secretados en la hemolinfa (sangre) desde donde pueden 
fácilmente difundir para actuar a lo largo de todo el insecto (Bulet y Stöcklin, 2005).  Las abejas, 
sólo tienen seis AMPs, mucho menos de los veinte encontrados en Drosophila. Los seis AMPs 
incluyen dos defensinas convencionales, dos proteínas ricas en prolina como abaecina y 
apidaecina y dos AMPs específicos de abejas; apisimina e himenoptaecina (Evans et al., 2006). 
Defensinas son encontrados en todos los insectos y son clasificados en dos subfamilias: las 
antibacterianas y antifúngicas. Las defensinas antibacterianas son eficaces contra bacterias Gram 
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positivas, mientras que las defensinas antifúngicas son efectivas contra hongos filamentosos 
(Bulet y Stöcklin, 2005). Abaecina y apidaecina pertenecen a otra clase común de AMPs ricas en 
prolina; abaecina (34 aminoácidos de longitud) ataca tanto bacterias Gram-positivas como Gram-
negativas a través de permeabilización de la membrana externa bacteriana (Casteels et al., 1990). 
Apidaecina (18 aminoácidos de longitud) actúa contra bacterias Gram-negativas en su mayoría 
por la unión irreversible al espacio periplásmico bacteriano o membrana interna (Li et al., 2006). 
Himenoptaecina es un péptido de 93 aminoácidos de largo y que en su extremo N-terminal 
contiene el grupo ácido 2-pirrolidona-5-carboxílico; que inhibe las bacterias tanto Gram-positivas 
y Gram-negativas. (Casteels et al., 1993). Por último, apisimina que tiene 54 aminoácidos de 
longitud, el cual se ha demostrado que se asocia con la oligomericapalbumina, el cual puede 
activar diferentes procesos celulares en las abejas melíferas (Bilikova et al., 2002).  
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1.4 Patógenos de las abejas 
 
Los patógenos son un factor clave en la disminución de la población de las abejas, por lo tanto, es 
importante conocer cuáles son y cómo interactúan con el hospedero. Las abejas silvestres y 
domesticadas son infectadas comúnmente por virus, bacterias y hongos.  
 
1.4.1 Virus 
 
Los virus más comunes pertenecen a la familia de Dicistroviridae y Flaviridae (Evans y 
Schwarz, 2011). El modo de transmisión de los virus puede ser de forma horizontal y vertical. 
Las dos vías de transmisión horizontal más recurrentes son por la alimentación y oral-fecal. 
Existe evidencia que sugiere que la comida contaminada por virus puede transmitir dichos virus, 
pero el éxito de la infección podría ser dependiente de la carga viral que tenga el alimento (Chen 
y Siede, 2007). La transmisión vertical de los virus también es posible y se realiza a través de la 
detección del virus en los ovarios de la reina, en el semen de los zánganos y en la superficie de 
los huevos (Chen et al., 2006). La virulencia de los virus está dada por la competición de ambas 
vías de transmisión. Para la transmisión horizontal, la virulencia aumenta con un mayor número 
de patógenos en el hospedero, como por ejemplo, en abejas que están infectadas con el ácaro 
ectoparásito del género Varroa (Yang y Cox-Foster, 2007) y la virulencia disminuye para la 
transmisión vertical por la supervivencia del hospedero y la reproducción es esencial para la 
reproducción del patógeno viral (Chen y Siede, 2007). 
 
1.4.2 Bacterias 
 
Un segundo grupo de patógenos que afectan significativamente la salud de las abejas son las 
bacterias. Las enfermedades bacterianas más importantes están dadas por Paenibacillus larvae y 
Melissococcuos plutonius. Estos dos patógenos son altamente infecciosos y a menudo matan a las 
larvas antes que se transformen en pupa. Melissococcuos plutonius es el agente etiológico de 
Loque europea (European foulbrood) (Biley, 1983) y Paenibacillus larvae provoca la 
enfermedad de Loque americana (American Foulbrood), ambas afectan a las larvas de la abeja de 
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la miel A. melifera y otras subespecies de Apis, y  se da en todas las zonas del mundo donde se 
crían estas abejas (Genersh et al., 2006).  
 
1.4.3 Hongos  
 
Además de las infecciones virales y bacterianas, los hongos forman una tercera categoría de 
patógenos que infectan una amplia variedad de insectos. Los microsporidios, constituyen un 
grupo de parásitos obligados que en abejas produce nosemosis, la mayor enfermedad que afecta a 
las abejas adultas y que está distribuida mundialmente. 
 
Actualmente, dos parásitos microsporidios se han descrito en abejas de la miel: Nosema apis y 
Nosema ceranae (Fries et al., 1996) aislados de la abeja europea (Apis melífera) y la abeja 
asiática (Apis cerana), respectivamente. Recientemente se ha demostrado que esta exclusividad 
no es tal, puesto que A. melífera puede ser infectada por N. apis y N. ceranae por separado o por 
una infección mixta (Huang et al., 2008). Actualmente no existe evidencias concluyentes que 
muestran una mayor virulencia o factores que la determinen (Higes et al., 2007; Paxton et al., 
2007). Sin embargo, se ha propuesto que N. ceranae está desplazando a N. apis en todo el 
mundo. (Klee et al., 2007). En Chile, Martínez et al., (2012) reportaron por primera vez la 
presencia, distribución y prevalencia de N. ceranae en la región del Bío-Bío, además de 
comprobar que N. apis está siendo desplazada por N. ceranae. Varios estudios realizados en 
España indican que N. ceranae es un parásito virulento a nivel de colonia y que las infecciones 
pueden dar lugar a un colapso de la colonia a menos que sea controlada (Higes et al., 2008; 
Martín-Hernandez et al., 2007). Sin embargo, la mayoría de los datos publicados sobre la pérdida 
de colonias ligada a infecciones con N. ceranae no correlacionan ni proporcionan evidencia de 
causa y efecto. En Estados Unidos, las infecciones por N. ceranae han estado presente por más de 
10 años (Chen et al., 2008) y un estudio meta-genómico sobre el desorden del colapso de 
colonias (CCD) no pudo vincular las infecciones por N. ceranae con la pérdida de las colonias 
(Cox-Foster et al., 2007). Además datos publicados en Uruguay donde la incidencia de las 
infecciones por microsporidios en abejas ha sido monitoreada por décadas no encontró 
correlación  entre la llegada de N. ceranae y el aumento de la pérdida de las colonias (Invernizzia 
et al., 2009).  
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Tanto las esporas de N. apis, como de N. ceranae parecen similar en forma y tamaño, aunque las 
esporas de N. ceranae han sido reportadas como más curvas (o en forma de barra) y ligeramente 
más pequeñas que N. apis (Fries et al., 1996), sin embargo, en promedio, las esporas de N. apis 
son 1 µm más grandes que las esporas de N. ceranae (Fries et al., 2006). El tamaño de las esporas 
de N. ceranae varía entre 3.9-5.3 µm de largo y entre 2.0- 2.3 µm de ancho.  
 
Figura 3: Esquema de espora de N. ceranae. Fuente: Caspar Franzen, 2005 
 
La estructura de la espora consta de una capa densa que a su vez se compone de tres capas (Fig. 
3): i) una densa pared exterior proteica denominada exospora; ii) una capa interna más delgada de 
quitinosa llama endospora y iii) una membrana plasmática que encierra el núcleo de la espora, 
una vacuola posterior, el aparato de extrusión y orgánulos internos (Franzen y Müller, 1999). 
 
Todos los miembros de una colonia pueden ser infectados con esporas de N. ceranae sólo por 
transmisión horizontal. La Transmisión horizontal de esporas se produce vía Trofolaxis, el cual es 
un mecanismo, en el que los aparatos bucales de las abejas y otros insectos sociales toman 
contacto para intercambiar nutrientes y sustancias como feromonas (Webster, 1993). Las esporas 
entran vía ingestión de sustancias contaminadas en la colmena (Maistrello et al., 2008), ingestión 
de heces contaminadas (Fries et al., 1996), ingestión de polen y miel contaminada (Higes et al., 
2008) y agua (Maistrello et al., 2008). La infección ocurre en las células epiteliales del intestino 
medio de las abejas adultas (Higes et al., 2006) donde las condiciones físicas tales como la 
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temperatura, y condiciones químicas como la concentración iónica y el pH (De Graaf et al., 
1993) gatillan la germinación y el crecimiento de las esporas vegetativas. Dos semanas después 
de la infección inicial, el número de esporas dentro del intestino medio puede alcanzar entre 30 y 
50 millones (Chen et al., 2009). 
 
Una vez ingerida, la espora puede alcanzar el intestino medio de la abeja y germinar a través de la 
liberación del tubo polar que penetra la célula epitelial del hospedero inyectando el esporoplasma 
dentro del citoplasma de la célula (Larsson, 1986). La espora ya vacía  y el tubo polar son 
degradados, mientras que el esporoplasma entra en una fase de proliferación o de merogonia, a 
través de múltiples fisiones binarias, posteriormente los merontes entran a una fase de 
maduración o esporogonia resultando en múltiples células denominadas esporontes. Luego, éstos 
esporontes maduran en esporoblastos (esporas) que son eventualmente liberados cuando la célula 
del hospedero explota. Finalmente las esporas son expulsadas en grandes cantidades dentro del 
intestino posterior, las cuales son liberadas en las heces de los individuos infectados (Maistrello 
et al., 2008). 
 
Figura 4: Ciclo de vida de N. ceranae. Fuente: Gisder et al., 2011 
 
(a) El tubo polar atraviesa la espora y perfora la membrana de la célula huésped, donde se inyecta 
el protoplasma infeccioso en la célula huésped. (b) El esporoplasma infeccioso dentro del 
citoplasma de la célula huésped. (c) El esporoplasma sufre merogonia, formando un meronte. (d) 
El meronte divide asexualmente, resultando en meronte pareadas. (e) Los meronte emparejados 
se someten a múltiples divisiones celulares dentro de la célula huésped y, finalmente, se separan 
para convertirse esporontes (f) Esporontes ovales con membranas plasmáticas gruesas.  
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La presencia de N. ceranae en colonias de A. melífera puede causar los siguientes condiciones: 
Baja producción de miel (Higes et al., 2008), cambios en el comportamiento (Naug y Gibbs, 
2009), reducción de la vida media (Alaux et al., 2010; Higes et al., 2006) y disminución del 
tamaño de la población (Vidau et al., 2011). 
 
Existe registro que sugiere que las esporas de N. ceranae sólo infectan células epiteliales (Fries et 
al., 1996). Sin embargo, usando la técnica de PCR, Chen et al., (2009) detectaron esporas de N. 
ceranae no solo en células epiteliales, sino también en las glándulas hipofaringeas, glándulas 
salivales y en las células de la grasa corporal. Estos datos sugieren que N. ceranae puede ser 
inespecífico, pero aún falta demostrar si el parásito puede completar su ciclo de vida fuera de las 
células epiteliales. Sin embargo, las abejas tienen varios métodos para combatir los efectos de la 
infección por Nosema, desde comportamiento dentro de la colmena, defensas fisiológicas y 
defensas inmunes, son mecanismos comunes involucrados en la eliminación del patógeno (Evans 
y Spivak, 2010). A nivel individual, se ha estudiado ampliamente el sistema inmune en abejas 
infectadas por N. ceranae. Antunez et al., (2009) demostraron una disminución significativa en la 
expresión de los genes abaecina e himenoptaecina en abejas infectadas con N. ceranae a los siete 
días post infección, comparadas con abejas controles. Estos resultados sugieren que N. ceranae 
produce una supresión inmune en las abejas melíferas. De forma similar, Chaimanee et al., 
(2012) demostraron un comportamiento equivalente en el patrón de expresión de los genes que 
codifican péptidos antimicrobianos, reafirmando que existe una regulación negativa de la 
inmunidad humoral en el abdomen de abejas infectadas con N. ceranae al tercer y sexto día post 
inoculación, sugiriendo que la supresión de la respuesta inmune solo puede ocurrir en periodos 
temprano de la infección con N. ceranae. En cambio, después de doce días post infección, los 
niveles de transcritos no fueron afectados por la presencia del parásito. 
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1.5 Abejas y Pesticidas 
 
Los animales polinizadores juegan un rol importante en la producción mundial de alimentos 
(Klein et al., 2007) y el mantenimiento de las comunidades de plantas silvestres. Las abejas 
silvestres y domesticadas son el grupo de polinizadores más importante, pero su población ha 
disminuido en los últimos años aumentando la preocupación generalizada (Potts et al., 2010). Los 
factores perjudiciales que afectan a las poblaciones de abejas tienden a ser múltiples e interactúan 
entre ellos. Uno de ellos es la exposición no intencional de pesticidas herbívoros contra plagas de 
la agricultura (Desneux et al., 2007). Los pesticidas abarcan un amplio rango de compuestos 
diseñados para prevenir, destruir, repeler o matar insectos (insecticidas), roedores (raticidas), 
plantas (herbicidas), y hongos (fungicidas). 
 
Los neonicotinoides son una nueva clase de insecticidas químicos sintéticos que tienen una 
estructura y acción similar a la nicotina, un compuesto de origen natural que se ha usado desde 
antes de la Segunda Guerra Mundial. Estos insecticidas son usados en la agricultura, los cuales 
tienen una actividad contra insectos chupadores y algunos heterópteros, coleópteros y 
lepidópteros. Son seis los insecticidas neonicotinoides usados en los cultivos: imidacloprid, 
clotianidin, tiametoxam, dinotefuran, acetamiprid y tiacloprid (Figura 5). Imidacloprid fue el 
primer neonicotinoide en el mercado mundial y estuvo disponible en Estados Unidos antes que 
cualquier otro país (Elbert et al., 2008). Para el año 2006, las ventas de imidacloprid superaban 
los 1.6 billones de dólares alrededor del mundo.  
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Figura 5: Estructura química de los neonicotinoides. Fuente: Uchigashima, 2012 
 
Los insecticidas neonicotinoides son sistémicos, esto quiere decir que los químicos pueden ser 
absorbidos y transportados a través de las plantas, ofreciendo una protección contra insectos que 
se alimentan de las hojas, tallos y frutos de las plantas. Las plantas absorben los químicos a través 
de sus raíces u hojas y el tejido vascular transporta el químico hacia los tallos, hojas, flores e 
incluso los frutos. Los neonicotinoides pueden ser aplicados como recubrimiento de semillas, 
empapando el suelo, en aplicaciones foliares, inyecciones directas en los troncos de los árboles o 
por quimigación (adición del insecticida al agua de riego). Esta variedad de métodos, junto con 
sus propiedades sistémicas y una baja toxicidad a los vertebrados, son una de las principales 
razones por los cuales los neonicotinoides son usados para la protección de los cultivos (Elbert et 
al., 2008).  
 
Una ventaja de los neonicotinoides es el método de aplicación que ayuda a reducir el contacto 
directo con insectos no blancos durante el tratamiento. Sin embargo, ya que estos químicos son 
sistémicos y absorbidos en los tejidos de las plantas, los insectos que dependen del néctar, polen 
y otras fuentes florales han aumentado la exposición oral con residuos de neonicotinoides o sus 
metabolitos. Residuos han sido detectados en polen (Bonmatin et al., 2003), néctar (Schmuck 
2001) y en menor grado en los exudados de las plantas (Girolami et al., 2009). Otro problema 
que surge de la acción de los neonicotinoides es que el tóxico permanece dentro de la planta por 
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más tiempo que otros insecticidas. Existe evidencia que sugiere que los insecticidas sistémicos 
pueden permanecer por meses o incluso años (Maus et al., 2005).  
 
1.5.1 Vías de exposición de los neonicotinoides para las abejas 
 
El polen y el néctar pueden estar contaminados por neonicotinoides independientemente de cómo 
los químicos sean aplicados.  La presencia de estos productos en el polen y néctar liberan el 
ingrediente activo directamente a las abejas y otros polinizadores. Neonicotinoides han sido 
encontrados en el polen y miel almacenada dentro de las colmenas (Chauzat et al., 2006; Chauzat 
et al., 2009). Otra forma de exposición a neonicotinoides ocurre cuando las abejas visitan flores o 
caminan sobre las hojas que han sido tratadas con spray foliar. Esto es especialmente 
problemático cuando los neonicotinoides persisten por mucho tiempo en los campos y pueden 
contaminar los potenciales sitios de anidación de las abejas (Shuler et al., 2005). Otra posibilidad 
de exposición a los neonicotinoides se produce cuando las abejas reúnen agua para enfriar la 
colmena en los días calurosos o para diluirla en la miel para alimentar a la descendencia y 
también del fenómeno de gutación que realizan las plantas  en las mañanas, en las cuales emiten 
agua en forma de pequeñas gotas en la punta de las plantas o en los bordes de las hojas. Por 
último, la exposición con los neonicotinoides puede ocurrir por el contacto de nectarios extra 
florales, es decir, glándulas que producen néctar localizadas fuera de la flor, a menudo en tallos y 
hojas. Aunque no están directamente relacionados con la polinización, las abejas son atraídas por 
ellas. Dado que los neonicotinoides pueden ser encontrados en el néctar floral, es altamente 
probable que concentraciones de neonicotinoides se acumulen en los nectarios extra florales, 
aunque este dato aún no ha sido investigado.  
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1.5.2 Efectos de la exposición de los neonicotinoides para las abejas 
 
1.5.2.1 Efectos letales  
 
Agitación, parálisis de las alas, vómitos, arqueo del abdomen, movimiento descontrolado y 
muerte se han observado en abejas adultas expuestas previamente a altas concentraciones de 
sustancias químicas, ya sea por dosis orales y por contacto. La sobrevida de las abejas va a 
depender de la cantidad de pesticidas que hayan consumido. Para determinar estas dosis letales de 
neonicotinoides, se hace necesario conocer la dosis letal 50 (LD50) la cual, es aquella dosis 
necesaria para matar al 50% de individuos de una población 48 horas después de la exposición 
aguda. Varios autores han realizado experimentos in vitro estableciendo un rango de dosis para 
cada neonicotinoide con dosis por contacto y orales. Para el caso de imidacloprid, se sabe que la 
dosis por contacto varía entre 0,0179 y 0,243 µg/abeja (EPA 2003; Schmunck et al., 2001) y para 
dosis orales, el rango varía entre 0,0037 y 0,081 µg/abeja (Schmunck et al., 2001; Nauen et al., 
2001). Estas dosis son consideradas altamente tóxicas para las abejas y pueden cambiar por 
subespecies y edad de las abejas. Clotianidina, dinotefuran y tiametoxam también son 
considerados altamente tóxicos, en cambio, acetamiprid y tiacloprid cuya dosis varía entre 8,09 y 
38,83 µg/abeja (EPA 2003; Iwasa et al., 2004) son considerados moderadamente tóxicos debido a 
una diferencia en la estructura química que los hace menos tóxicos (Iwasa et al., 2004). 
 
1.5.2.2 Efectos subletales  
 
La muerte no es la única consecuencia de la contaminación por pesticidas. Una cantidad de 
pesticidas demasiada pequeña para matar a una abeja se conoce como dosis subletal. A niveles 
subletales, los químicos pueden interrumpir habilidades cognitivas, comunicación, 
comportamiento y fisiológicas. La habilidad de una abeja para recolectar y almacenar alimento 
depende de la coordinación y comunicación entre las abejas obreras. La exposición a químicos 
que comprometen la habilidad de las abejas para forrajear y comunicarse con otros puede afectar 
negativamente  la salud de la colonia (Desneux et al., 2007). Estudios en abejas melíferas sobre la 
respuesta a dosis subletales de neonicotinoides incluyen mediciones de comportamientos de 
forrajeo, aprendizaje navegación y movilidad. Experimentos in vitro donde las abejas recibieron a 
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una única dosis subletal aguda oral o por contacto de neonicotinoides indica que imidacloprid 
altera el aprendizaje, actividad motora (Lambin et al., 2001) y memoria (Decourtye et al., 2004). 
Experimentos de laboratorio en los cuales las abejas recibieron dosis subletales de forma crónica 
de neonicotinoides, encontraron que imidacloprid deteriora el aprendizaje y el forrajeo 
(Decourtye et al., 2003).  
 
1.5.3 Mecanismo de acción de los neonicotinoides  
 
Acetilcolina (ACh) es el agonista endógeno y el neurotransmisor del sistema nervioso 
colinérgico. Los receptores de acetilcolina nicotínico (nAChRs) pertenecen a la superfamilia de 
canales iónicos y son encargados de mediar la transmisión de las señales en la sinapsis 
colinérgica (Jones et al., 2006). En abejas, los nAChRs se expresan en el cerebro, asociado a 
áreas con procesamientos visuales y olfativos, además de aprendizaje y de memoria (Gauthier, 
2010).  La neurotransmisión a través de la sinapsis colinérgica nicotínica está mediada en dos 
pasos: Primero, ACh es liberada desde la membrana presináptica por exocitosis e interactúa con 
el sitio de unión localizado en el dominio extracelular del complejo canal iónico de los receptores 
de acetilcolina nicotínico (nAChRs). En el segundo paso, un cambio conformacional de la 
molécula receptor permite la apertura del canal iónico, promoviendo la afluencia de Na
+
 
extracelular y la salida de K
+
 intracelular para interrumpir el equilibrio del potencial de 
membrana. En insectos, los nAChRs están amplia y predominantemente distribuidos en las 
regiones del sistema nervioso central (CNS). No sólo es responsable de la rápida 
neurotransmisión, sino que también es un importante blanco para la acción de insecticidas.  
 
Los insecticidas neonicotinoides actúan como agonista a los nAChRs postsinápticos con mucha 
más afinidad (niveles nanomolares) que la nicotina (niveles micromolares). El sitio de unión de 
los neonicotinoides es el mismo o está estrechamente acoplado al sitio de unión de ACh. En 
abejas, el neonicotinoide imidacloprid inhibe los receptores para el ácido γ-aminobutírico 
(GABA), el mayor neurotransmisor en el sistema nervioso central (Thany, 2010). Imidacloprid es 
un agonista parcial de los nAChRs en el cerebro. Suchail et al. (2004) descubrió que imidacloprid 
es metabolizado rápidamente  y tiene una vida media de 4 a 5 horas, afectando las funciones 
visuales, aprendizaje y memoria.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
La disminución de la abundancia y diversidad de las abejas silvestres, como de las domesticadas, 
ha sido reportada en varias partes del mundo y desde hace varios años. Si bien, muchos factores 
han sido identificados como potenciales causas o indicadores de pérdida de las colonias, entre 
ellos virus, patógenos microsporidios e insecticidas (Frazier et al., 2008), se cree que una 
combinación de múltiples agentes contribuyen a la pérdida de las abejas. En este sentido, se ha 
reportado que si bien, una combinación de patógenos e insecticida puede ser efectiva para el 
control de plagas de insectos en la agricultura, una combinación de imidacloprid (IMI) y Nosema 
puede ser mortal para las abejas. Vidau et al., (2011) reportaron que la administración oral a  
concentraciones subletales  de otros pesticidas que pertenecen a la misma clasificación que IMI, 
tales como tiacloprid (neonicotinoide) y fipronil (fenilpirazoles) disminuyen la sobrevida en 
abejas adultas previamente infectadas con N. ceranae. Alaux et al., (2010) demostraron que una 
combinación de N. ceranae y distintas concentraciones subletales administradas de forma oral de 
IMI disminuye la actividad de la enzima glucosa oxidasa (GOX), un importante marcador de 
inmunidad social. De la misma forma, J. Pettis y D. vanEngelsdorp (2012) demostraron que 
existe una interacción entre la exposición subletal de IMI a nivel de colonia y la producción de 
esporas de N. ceranae en el intestino medio de abejas individuales.  
 
Aunque, hasta la fecha se ha reportado el comportamiento de la inmunidad individual de las 
abejas cuando son infectadas por N. ceranae, a través de la expresión de los AMPs, no existe 
registro del efecto de la acción conjunta de IMI y N. ceranae sobre  la inmunidad individual de 
abejas adultas, y tampoco hay información respecto a cómo influye la exposición previa a IMI en 
la susceptibilidad de A. melífera a la infección por N. ceranae.  
 
Por lo tanto, la contribución de la presente tesis es aportar con nuevos conocimientos, sobre  el 
posible  efecto sinérgico de la acción conjunta entre la exposición oral a IMI y la infección con N. 
ceranae en abejas adultas, evaluando in vitro la sobrevida, grado de infección y la expresión de 
genes relacionados con inmunidad individual (abaecina, defensina-2 e himenoptaecina). 
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3. HIPÓTESIS 
 
La administración oral de imidacloprid a concentraciones subletales, altera la expresión de genes 
relacionados con inmunidad individual humoral y aumenta la severidad de la infección por N. 
ceranae, provocando un efecto sinérgico en la mortalidad de abejas adultas (A. melífera). 
 
4. OBJETIVOS 
 
4.1 OBJETIVO  GENERAL 
 
Evaluar in vitro, si existe un efecto sinérgico entre la exposición oral a imidacloprid y la 
infección con N. ceranae en A. melífera. A través del registro de la sobrevida, el grado de 
infección  y la expresión de genes relacionados con inmunidad individual humoral en abejas 
adultas. 
 
4.2 OBJETIVO ESPECÍFICO  
 
4.2.1 Determinar en abejas adultas expuestas y no expuestas a imidacloprid y a N. ceranae, de 
manera independiente y simultáneamente: 
 
1. La sobrevida acumulada. 
 
2. el grado de infección de N. ceranae. 
 
3. El patrón de infección de los genes que codifican para los péptidos antimicrobianos 
(abaecina,  defensina-2 e himenoptaecina). 
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5. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Figura 6: Diseño experimental de abejas adultas expuestas a IMI e infectadas con               
N. ceranae. 
 
Grupo I: se alimentó con una solución de sacarosa al 50% p/v en los dos días previos al inicio 
del ensayo y durante los 12 días del experimento. Grupo II: se alimentó con una solución de 
sacarosa desde el día -2 al 5, día en que se infectaron abejas individualmente con una solución de 
sacarosa  que contuvo 120.000 esporas de N. ceranae; desde el día 5 al 12 se alimentaron ad 
libitum con una solución de sacarosa que contuvo  1.000 esporas/µL. Grupo III: se alimentó con 
jarabe desde el día -2 al 3. Desde el día 3 al 12 se alimentó con una solución de sacarosa 
conteniendo una  concentración subletal de IMI. Grupo IV: se alimentó con sacarosa desde el día 
-2 al 3. Desde el día 3 al 5 se alimentó con una solución de sacarosa conteniendo una  
concentración subletal de IMI. El día 5 se infectaron abejas individualmente con una solución de 
sacarosa que contuvo 120.000 esporas de N. ceranae, desde el día 5 al 12 se alimentaron al 
libitum con una solución de sacarosa que contuvo 1.000 esporas/ µL y concentraciones subletales 
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de IMI.  Los análisis de expresión génica y recuento de esporas fueron evaluados el cuarto y 
séptimo día post infección. La sobrevida acumulada de las abejas en todos los grupos controles y  
experimentales fue controlada una vez al día, hasta el día 12 del experimento. Las abejas muertas 
fueron retiradas de las jaulas experimentales y contabilizadas cada día. 
 
6.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Metodología específica por objetivo  
 
Metodología objetivo específico N° 1: Determinar la sobrevida y el grado de infección de N. 
ceranae en abejas adultas expuestas/no expuestas a IMI y a N. ceranae, de manera independiente 
y simultáneamente. 
 
6.1 Obtención de abejas adultas  
 
Abejas adultas de A. melífera recién emergidas in vitro fueron obtenidas directamente de marcos 
de colmenas experimentales del Centro de Medicina Regenerativa de la Facultad de Medicina, 
Clínica Alemana-Universidad del Desarrollo. Los marcos operculados fueron incubados a 34°C± 
1°C y abejas obreras recién emergidas fueron removidas, anestesiadas con CO2 y confinadas en 
jaulas en grupo de 20 y se mantuvieron  a 34°C. Las abejas fueron alimentadas ad libitum con 
una solución de sacarosa (50% p/v en agua). 
 
6.2 Determinación del LD50 de IMI en abejas adultas 
 
A partir de una solución stock de 1 mg/mL (10
6
 ppb) de IMI se prepararon concentraciones de 
500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 7000 y  8000 ppb en sacarosa al 
50% p/v. Abejas adultas fueron anestesiadas con CO2, recolectadas y enjauladas en grupos de 20. 
Las pruebas se realizaron por triplicado para cada concentración de IMI en los diferentes ensayos 
(se realizaron en total tres ensayos). Previo a la administración de IMI las abejas fueron privadas 
de alimento durante 2 horas, posteriormente se administró por una sola vez IMI a las 
concentraciones descritas. Se registró la mortalidad y el consumo de alimento pesando los 
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alimentadores a las 0, 6, 24 y 48 horas. Los datos obtenidos a las 48h post exposición fueron 
analizados y graficados en una curva dosis-respuestas a partir de la cual se determinó el LD50. 
 
6.3 Determinación y preparación de concentraciones subletales de IMI. 
 
Para  establecer las concentraciones subletales de IMI, se tomó en cuenta lo descrito por 
Medrzycki  et al., (2003) quienes utilizaron 100 y 500 ppb, observando efectos en la movilidad y 
capacidad de comunicación a tiempos cortos menos de 90 min. Considerando lo anterior y dado 
que los ensayos a realizar fueron a tiempos más largos (12 días) y con una exposición crónica se 
decidió utilizar concentraciones de 150 y 300 ppb, las cuales se encuentran cercanas al rango de 
consumo oral en condiciones silvestres.  
 
A partir de una solución stock 1 mg/mL (10
6
 ppb) de IMI se prepararon concentraciones 
subletales de IMI en sacarosa 50% p/v a una concentración de 300 y 150 ppb. Se registró la 
sobrevida y el consumo de alimento pesando los alimentadores cada 24 horas hasta el día 12 del 
experimento  
 
6.4 Obtención y Purificación de esporas de Nosema ceranae. 
 
Abejas adultas clínicamente  diagnosticadas con nosemosis tipo C (N. ceranae) fueron usadas 
como material de inicio. Las abejas fueron recolectadas y almacenadas en etanol 70% a 4°C. Los 
abdómenes fueron removidos y homogenizados en un mortero con 400 µL de agua destilada por 
abdomen macerado. Las esporas fueron cuantificadas como se indica en 6.5. 
  
Para la purificación de esporas, se añadió en un tubo Falcon de 50 mL, 40 mL de Percoll al 95% 
y se cargaron 5 mL de macerado de abejas en la columna. Se centrifugó a 8.500 x rpm por 60 
minutos. Para recuperar las esporas se eliminó la fase superior y se dejó aproximadamente 5 mL 
de sobrenadante. Se añadió 20 mL de agua estéril y se mezcló. La suspensión de esporas se 
centrifugó a 5.000 x rpm por 6 minutos. Se eliminó el sobrenadante con una pipeta Pasteur y se 
resuspendió en 2 mL de agua estéril. Se centrifugó nuevamente a 5.000 x rpm por 6 minutos y el 
pellet de esporas se resuspendió en 1,5 mL de agua estéril, se centrifugó a 5.000 x rpm por 6 
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minutos y se resuspendió el pellet en 500 µL de agua estéril .Las esporas presentes en la muestras 
se cuantificaron tal como se describe en 6.5.  
 
6.5 Cuantificación de esporas de Nosema ceranae en cámara de Neubauer 
 
La cámara de Neubauer es un portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas y que en 
el fondo de las cuales se ha marcado una rejilla con 5 cuadros principales: A, B, C, D y E. El 
cuadro central, E, se subdivide en 25 cuadros menores. Los 4 cuadrados más pequeños de las 
esquinas se denominan E1, E2, E3, E4, mientras que el central es E5 (Figura 6). El cuadro 
principal E, tiene 1mm de largo y 1mm de ancho, y el espesor de líquido comprendido entre la 
cubierta y el hemocitómetro es de 0,1 mm. Por ende, su factor de multiplicación del cuadro 
principal es de 10
4
, o 10.000, pero sólo se contaron las esporas de los cuadros pequeños (E1, E2, 
E3, E4, E5), por lo tanto, el factor de multiplicación es 5 veces mayor (esto es 50.000). 
 
Se colocó un cubreobjeto sobre la cámara de Neubauer y se tomaron 10 µL de la solución del 
macerado de abejas y se depositaron en el borde del cubreobjeto ocupando todo el volumen de la 
cámara. Para la visualización de las esporas se utilizó un microscopio óptico con un objetivo de 
400X.  
 
Figura 7: Cámara de Neubauer.  
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Para calcular la concentración de esporas se utilizó la siguiente ecuación: 
 
Número de esporas/mL: Promedio N° de esporas en los 5 cuadrantes x 50.000 
  
 
6.6 PCR en tiempo real para la detección de Nosema ceranae 
 
Se realizó un PCR en tiempo real en un volumen final de 10 µL que contuvo 1 µg/µL de ADN, 
0,5 µM de partidores, 1,6 mM de MgCl2 y 1 X SYBR Green Master mix (Roche, Alemania) en 
equipo LigthCycler thermocycler (Roche, Indianapolis, IN). Para amplificar el gen 16S rDNA de 
N. ceranae, los partidores utilizados fueron Mitoc-F  5´-
CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3´ y Mitoc-R 5´-CCCGGTCATTCTCAAAC 
AAAAAACCG-3´ (Martín-Hernández et al., 2007). El programa consistió en un ciclo a 95 ° C 
durante 10 minutos; 40 ciclos a 95 ° C durante 10 seg, 60 ° C durante 10 seg y  72 ° C durante 9 
seg y un ciclo de análisis de la temperatura de melting: 0,1°C/s hasta 95°C.  
 
6.7 Infección con Nosema ceranae in vitro 
 
Una suspensión pura de esporas de N. ceranae fue utilizada para las infecciones experimentales. 
Abejas adultas de cinco días de vida, fueron anestesiadas con CO2 e infectadas individualmente 
con 2 µL de una solución fresca de sacarosa preparada al 50% que contuvo 60.000 esporas/µL. 
Post infección individual las abejas fueron alimentadas ad libitum hasta el término del ensayo con 
una solución de sacarosa 50% (p/v) contaminada conteniendo esporas N. ceranae (1.000 esporas/ 
µL) 
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Metodología objetivo específico N°2: Determinar el patrón de expresión de los genes que 
codifican para los péptidos antimicrobianos (abaecina, defensina-2 e himenoptaecina) en abejas 
expuestas/no expuestas a IMI e infectadas/no infectadas con N. ceranae, de manera 
independiente y simultáneamente. 
 
6.8 Extracción de ARN 
 
ARN total fue extraído de muestras de abdómenes de abejas individuales usando trizol (TRIzol® 
reagent, ambion by life technologies, USA) según indicaciones del proveedor.  Para muestras de 
50-100 mg se agregó 1 mL de TRIzol® reagent y se homogenizó con un mortero. Se dejó incubar 
por un periodo de tiempo de 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregó 0,2 mL de 
cloroformo por 1 mL de TRIzol® reagent usado para la homogeneización.  Se agitó 
vigorosamente con la mano por 15 segundos. Posteriormente se incubó por 2-3 minutos a 
temperatura ambiente y se centrifugó a 12.000 x rpm por 15 minutos a 4° C. Se removió la fase 
acuosa y se colocó en un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL donde se agregó 0,5 mL de 
isopropanol al 100% por 1 mL de TRIzol® reagent usado para la homogeneización. Se incubó a 
temperatura ambiente por 10 minutos y luego se centrifugó a 12.000 x rpm por 10 minutos a 4°C. 
Se removió el sobrenadante del tubo, dejando solo el pellet de ARN. Para lavar el pellet se usó 1 
mL de etanol al 75%  por 1 mL de TRIzol® reagent usado para la homogeneización. Se 
homogenizó brevemente y luego se centrifugó a 7.500 x rpm por 5 minutos a 4° C. Se descartó el 
sobrenadante y se dejó secar el pellet por 5-10 minutos. Para la resuspensión del ARN se agregó 
20-50 µL de agua libre de RNAsa. Se incubó el RNA en una placa calefactora a 55-60°C por 10-
15 minutos y finalmente se almacenó a -80°C hasta su uso. 
 
6.9 Cuantificación de ARN 
 
Las muestras de ARN fueron cuantificadas en unidades de µg/µL colocando 1 µL de RNA total 
usando el equipo NANODROP 2000. 
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6.10 Tratamiento con DNasa 
 
El DNA de las muestras fue removido usando DNase I, Amp Grade (Ambion, life technologies, 
USA) Para 1 µg/µL de RNA se agregó 16 µL de agua libre de RNasa, 2 µL 10X DNase I reaction 
buffer (200 mM Tris-HCL (pH 8.4), 20 mM MgCl2, 500 mM) y 1 µL de DNase I AMp Grade (1 
Unidad/µL). La reacción enzimática se llevó a cabo a 25°C por 15 minutos, luego la temperatura 
bajó a 4°C donde se agregó 2 µL de EDTA 25 mM (pH 8.0) y finalmente se incubó a 65°C por 
10 minutos. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su posterior uso. 
 
6.11 Transcripción  Reversa 
 
Para un volumen final de 20 µL se agregó 5 µL de ARN tratado con DNase I, luego se añadió un 
primer mix que consistió en 5 µL de agua libre de nucleasas y 2 µL de oligo (dT)12-18 500 µg/mL. 
Se incubó a 70°C por 10 minutos y luego se colocó el segundo mix  que consistió en 4 µL de 5X 
First-Strand buffer (250 mM Tris-HCL (pH 8.3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 2 µL de dNTPs 
10 mM, 1 µL de RNasin® Ribonuclease Inhibitor, Promega (40 unidades/ µL) y 1 µL (200 
unidades/µL) de M-MLV RT (Invitrogen, USA), finalmente se incubó a 42°C por 50 minutos y 
luego a 70°C por 15 minutos. El cDNA se almacenó a 4°C hasta su posterior uso. 
 
6.12 PCR en Tiempo Real para la detección de los genes β actina, abaecina, defensina-2 e 
himenoptaecina. 
 
La mezcla de reacción con un volumen final de 10 µL, consistió en 1 µL de cDNA, se mezcló 
con 5,8 µL de H2O, PCR-grade, 1,2 µL de MgCl2 25 mM, 0,5 µL de cada partidor a una 
concentración 10 µM (tabla 1) y 1 µL de 10X Master SYBR Green I en equipo LigthCycler 
thermocycler (Roche, Indianapolis, IN). La amplificación se realizó con un ciclo de pre 
incubación por 10 minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 10 seg, 55°C por 10 seg, y 72°C por 
15 seg y un ciclo final a 65°C por 15 seg. Los amplicones fueron caracterizados de acuerdo a su 
temperatura de melting, determinado en equipo LightCycler, y el tamaño de estos fueron 
verificados por electroforesis en gel de agarosa (6.13). 
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Tabla 1. Partidores utilizados en PCR en tiempo real.  
 
Gen Sentido (5'--> 3') Antisentido (5'-->3') Referencia 
Abaecina CAGCATTCGCATACGTACCA GACCAGGAAACGTTGGAAAC Evans (2006) 
Defensina-2 TGCGCTGCTAACTGTCTCAG AATGGCACTTAACCGAAACG Yang y Cox-Foster (2005) 
Hymenptaecina CTCTTCTGTGCCGTTGCATA GCGTCTCCTGTCATTCCATT Evans (2006) 
β actina ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG GACCCACCAATCCATACGGA Yang y Cox-Foster (2005) 
 
6.13 Electroforesis en gel de agarosa  
 
Para preparar gel de agarosa al 1% se pesó 0,4 g de agarosa en un matraz Erlen-Meyer de 100 mL 
y se añadió 40 mL de tampón TAE al 1X. Luego se calentó aproximadamente por 1 o 2 minutos 
evitando en lo posible la ebullición de la agarosa. Se dejó enfriar el matraz y se vació su 
contenido en la cámara electroforética donde se colocaron los peines necesarios en el gel. Se 
retiraron los peines del gel cuidadosamente para evitar  romper los pocillos y  cargaron 10 µL del 
producto de PCR junto con 2 µL de buffer de carga 6X DNA ladder (Thermo Scientific), además 
se cargó 6 µL de estándar DNA ladder 100 bp (Thermo Scientific). Las muestras fueron corridas 
a un voltaje de 80 mA por 40 minutos. Posteriormente los geles de agarosa fueron teñidos con 
bromuro de etidio 5µg/mL visualizados y fotografiados con un trans-iluminador acoplado a una 
cámara fotográfica. 
 
6.14 PCR en tiempo-real cuantitativa (qPCR) 
 
La reacción de PCR en tiempo-real cuantitativa (qPCR) se llevó a cabo tal como se indica en 
6.12. La cuantificación de la expresión relativa de los mRNA fue realizada a partir del método 
Ct (Schmittgen y Livak, 2008). Los Ct, del inglés cycle treshold, obtenidos para los genes de 
interés fueron normalizados utilizando el Ct obtenido para -actina (gen constitutivo), previa 
verificación de la eficiencia de amplificación de cada gen respecto de -actina mediante la 
realización de una curva estándar. La eficiencia de amplificación se determinó con la siguiente 
formula: E=10
(-1/m)
 donde E corresponde a la eficiencia de amplificación y m a la pendiente de 
cada curva estándar. 
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6.15 Análisis Estadístico 
 
Origin Pro (versión 8.0) fue utilizado para realizar análisis de curva dosis-respuesta de IMI. 
GraphPad Prism (versión 5.0) fue utilizado para realizar los análisis estadísticos. El umbral de 
significancia fue considerado como: significativo (P<0.05), altamente significativo (P<0.01) y 
extremadamente significativo (P<0.001). El efecto de la infección de N. ceranae en la 
sobrevivencia de abejas expuestas a dosis subletales de IMI fue analizada con un análisis de 
supervivencia a través del método Kaplan-Meier considerando todos los grupos, seguido de un 
test Mantel-Cox para determinar diferencias significativas entre cada grupo. Para determinar el 
efecto de la exposición de IMI sobre la producción de esporas en el tracto digestivo de las abejas 
se usó un post test de Mann-Whitney, un test no paramétrico. Para determinar el patrón de 
expresión de los genes relacionados con inmunidad humoral en abejas, primero se realizó un test 
de normalidad Shapiro-Wilk y posteriormente, se aplicó un post test Mann-Whitney para 
determinar diferencias significativas entre grupos.  
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7. Resultados 
 
7.1 Concentración Letal (LC50) y Dosis Letal (LD50) 
 
Para determinar la concentración letal de IMI, se realizó una curva dosis-respuesta, en la cual se 
graficó el porcentaje de mortalidad obtenido a las 48 horas post exposición versus el logaritmo de 
las concentraciones utilizadas. 
 
 
 
Figura 8: Curva de dosis-respuesta a IMI en abejas adultas 48 horas post exposición. Los 
datos muestran el logaritmo de las concentraciones utilizadas  desde  500 hasta 5000 ppb. Los 
datos representan la media ± SD de tres ensayos independientes realizados por triplicado 
(n=180).  
 
Los datos observados dan cuenta que las concentraciones mayores de 5000 ppb tuvieron un 
efecto repelente para las abejas, puesto que, gradualmente dejaron de visitar el alimentador, por 
lo tanto concentraciones >5.000 ppb fueron eliminadas del ensayo. El LC50 para IMI en 
condiciones de laboratorio fue de 1800 ppb (R
2
: 0.9891) , correspondiendo a un LD50 de 34,2 
ng/abeja, mientras que, a concentraciones subletales  de 150 y 300 ppb, se obtuvo una dosis 
subletal de 2,86 y 5,7 ng/abeja, respectivamente. Considerando en ambos casos un consumo 
promedio de 19 µL de alimento por día por abeja (datos no mostrados). 
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7.2 Efecto de  la exposición a IMI e infección con N. ceranae en la sobrevida de 
A. melífera. 
 
La sobrevida de las abejas expuestas y no expuestas a IMI y a N. ceranae de manera 
independiente y simultáneamente fue analizado a través de un gráfico de sobrevida acumulada.  
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Figura 9: Sobrevida acumulada en abejas expuestas a imidacloprid y posteriormente 
infectadas con N. ceranae. Triángulos verde y azul indican días de exposición a pesticida e 
infección respectivamente. Los datos representan el porcentaje de la sobrevida acumulada bajo 
las condiciones señaladas a partir de 3 ensayos independientes por triplicado (n=180) analizado 
por el método Kaplan-Meier. Letra (a) indica nivel de significancia P<0,0001.  
 
A los 4 días post infección, la sobrevida del grupo control llegó a un 95,6%, mientras que el 
grupo de abejas infectadas con N. ceranae alcanzó un 88,8%. Los análisis estadísticos confirman 
que existe una diferencia significativa entre ambas condiciones (P< 0,0120). La sobrevida 
acumulada para el grupo de abejas expuestas a concentraciones subletales de IMI de 150 y 300 
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ppb, fue de un 77,3% y 72,9%, existiendo diferencias significativas en relación al grupo control 
(P<0,0001). En los grupos que fueron expuestos a IMI e infectados con N. ceranae (150 
ppb/N.ceranae y 300 ppb/N.ceranae) se observó un aumento en la mortalidad, alcanzando una 
sobrevida acumulada del 82% y 41% respectivamente, en ambos casos son diferencias 
estadísticamente significativas (P< 0,0001) con respecto al control. Si se compara la sobrevida 
acumulada entre los grupos sólo expuestos a IMI versus los expuestos a IMI e infectados (IMI/N. 
ceranae), sólo se observaron diferencias significativas entre el grupo expuesto a IMI 300 ppb 
(sobrevida de un 72,9 %) y el expuesto a IMI 300 ppb/N.ceranae (sobrevida 41%), es decir se 
redujo la sobrevida en un 36,3 % (P<0,0001), cuando interaccionan ambas condiciones. 
 
A los 7 días post infección, la sobrevida de las abejas del grupo control llegó a un 88,3%. Las 
abejas infectadas con esporas de N. ceranae lograron una sobrevida acumulada de un 85%, 
revelando que no existe una diferencia significativa comparada con el grupo control (P: 0,8337). 
En cambio, en las abejas expuestas crónicamente a concentraciones subletales de IMI de 150 y 
300 ppb, la sobrevida disminuyó significativamente comparadas con el grupo control alcanzando 
un 62,5% y 50,3% respectivamente (P< 0,0001). De igual forma, la sobrevida de abejas 
expuestas a una concentración de 150 ppb/N.ceranae y 300 ppb/N.ceranae disminuyeron  a un 
63% y a un 15% respectivamente, esto resultó ser estadísticamente significativo en comparación 
al grupo control (P<0,0001). Si se compara la sobrevida acumulada entre el grupo de infección 
(85%) versus el grupo de abejas expuestas a IMI 150 ppb/N.ceranae y 300 ppb/N.ceranae, en 
ambos casos se encontraron diferencias significativas (P: 0,0001)   
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7.3 Grado de Infección de N. ceranae en abejas expuestas a concentraciones subletales de 
IMI. 
 
Para determinar el efecto de la exposición a IMI en la producción de esporas de N. ceranae en 
abejas infectadas, se determinó el nivel de infección a través del recuento de esporas a los 4 y 7 
días post infección.  
 
 
 
Figura 10: Grado de infección de N. ceranae en abejas expuestas a IMI en concentraciones 
subletales. Los datos representan la media y desviación estándar del número de esporas/abeja en 
15 abejas por grupo experimental (n=75) a los 4 y 7 días post infección.  Barras rojas representan 
abejas controles (no expuestas); barras amarillas, abejas expuestas crónicamente a 150 ppb de 
IMI y barra azul, abejas expuestas crónicamente a 300 ppb de IMI. Asteriscos representan 
diferencias significativas P<0,05 (*), P<0,01 (**) y P<0,001 (***) Mann-Whitney test.  
 
Abejas de cada grupo experimental fueron examinadas para determinar la presencia de N. 
ceranae a los 4 y 7 días post infección. Tal como era esperado no se observaron esporas en los 
grupos de control sin infectar y en abejas sólo expuestas a dosis subletales de IMI (datos no 
mostrados). A los 4 días post infección, se observó un aumento del 104% en el recuento de 
esporas en el grupo expuesto a IMI 150 ppb e infectado con N. ceranae (172.833 esporas/abeja), 
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comparado al grupo de abejas sólo infectado con N. ceranae (84.567 esporas/abeja). El grupo de 
abejas expuestas a IMI 300 ppb e infectado, tuvo un recuento 422.500 esporas/abeja, lo que 
significa un aumento de un 400% respecto al control de infección. Los análisis estadísticos 
indican que existe un aumento significativo en el número de esporas en abejas previamente 
expuestas a concentraciones subletales de IMI de 150 ppb (P<0.01) y 300 ppb (P<0.001), 
comparado con el grupo infectado con N. ceranae. 
 
 A los 7 días post infección, el número de esporas aumentó significativamente (P <0,05) en un 
38% en el grupo expuesto a 150 ppb de IMI e infectadas (309.167 esporas/abeja) en comparación 
al grupo solamente infectado con N. ceranae (224.133 esporas/abeja). Para el grupo de abejas 
expuestas a una concentración subletal de IMI 300 ppb no fue posible realizar recuento de  
esporas, debido a una baja sobrevida alcanzada a los 7 días post infección (Figura 9). Por lo tanto, 
tampoco se evaluaron los niveles de expresión génica de los genes relacionados con inmunidad 
con esta dosis subletal de IMI. 
 
Un aumento (165%) significativo (P: 0,0131) se encontraron al comparar los grupos de infección 
con N. ceranae entre el día 4 (84.567 esporas/abeja) y el día 7 (224.133 esporas/abeja) post 
infección. Además, se encontró una diferencia significativa (P: 0,0469) entre el día 4 (172.833 
esporas/abeja) y 7 (309.167 esporas/abeja) post infección en el grupo de abejas expuestas a una 
dosis subletal de 150 ppb de IMI, debido a un aumento del 78% en la producción de esporas.  
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7.4 Efecto de la exposición a IMI en concentraciones subletales e infección con N. ceranae 
en la expresión de genes que codifican para la síntesis de péptidos antimicrobianos. 
 
Para determinar los cambios en los niveles de expresión de los genes relacionados con inmunidad 
individual humoral en abejas expuestas y no expuestas a IMI y a N. ceranae de manera 
independiente y simultáneamente se realizó una cuantificación relativa de los genes en estudio. 
Abaecina 4 días post Infección
C
on
tro
l
N
. c
er
an
ae
IM
I 1
50
 p
pb
IM
I 1
50
 p
pb
/N
. c
er
an
ae
 
0
50
100
150
200
n.s
* *
n.s
E
xp
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
u
.a
.)
Abaecina 7 días post infección
C
on
tro
l
N
. c
er
an
ae
IM
I 1
50
 p
pb
IM
I 1
50
 p
pb
/N
. c
er
an
ae
 
0
50
100
150
200
***
**
n.s
E
xp
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
u
.a
.)
A) B)
Defensina-2, 4 días post infección
C
on
tro
l
N
. c
er
an
ae
IM
I 1
50
 p
pb
IM
I 1
50
 p
pb
/N
. c
er
an
ae
0
50
100
150
200
250
*** **
**
n.s
E
xp
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
u
.a
.)
Defensina-2, 7días post infección
C
on
tro
l 
N
. c
er
an
ae
IM
I 1
50
 p
pb
IM
I 1
50
 p
pb
/N
. c
er
an
ae
0
50
100
150
200
250
**
**
n.s
E
xp
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
u
.a
.)
C) D)
 
43 
 
Himenoptaecina 4 días post infección
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Figura 11: Efecto de la exposición a IMI e infección con N. ceranae sobre la expresión de 
genes que codifican para péptidos antimicrobianos en A. melífera. Los gráficos representan la 
expresión relativa de los genes abaecina (A y B), defensina-2 (C y D) e himenoptaecina (E y F) a 
los 4 y 7 días post infección normalizados con el gen constitutivo -actina a través del método 
 2
-ΔΔCt
. Los datos representan la media ± SE, asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas, P<0,05 (*), P<0,01 (**) y P<0,001 (***). 
 
La expresión  de los genes abaecina, defensina-2 e himenoptaecina fue analizada bajo las 
diferentes condiciones experimentales a los 4 y 7 días post infección con N. ceranae (Figura 6). 
La expresión de abaecina a los 4 días post infección, en el grupo infectado con N. ceranae, si 
bien, mostró una disminución, esta no fue significativa (P: 0,4207) con respecto al control. En 
cambio, disminuyó significativamente en los grupos de abejas expuestas a IMI (P: 0,0132) y en 
las expuesta a IMI e infectadas con N. ceranae (IMI/N. ceranae) (P: 0,0119), al ser comparadas 
con el grupo control. Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en los niveles 
de expresión entre los grupos experimentales; infectado con N. ceranae versus IMI/N. ceranae 
(P: 0,0741)  y entre el grupo expuesto a IMI versus el grupo de IMI/N. ceranae (P< 0,6060) 
(Figura 11A). Para el día 7 post infección, la expresión de abaecina aumentó significativamente 
en el grupo infectado con N. ceranae respecto del control (P: 0,0004). Por el contrario, no se 
registró un cambio significativo en los niveles de abaecina de los grupos experimentales de IMI e 
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IMI/N. ceranae comparados con el grupo control (P: 0,4569) y (P: 0,1806) respectivamente. 
Mientras que, diferencia significativa se observó al analizar el grupo infectado con N. ceranae 
contra el grupo de abejas expuestas a IMI/N. ceranae (P: 0,0055). Por el contrario, no hubo 
diferencia de expresión entre los grupos expuestas a IMI e IMI/N. ceranae (P: 0,4407) (Figura 
11B).  
 
Los niveles de transcritos de defensina-2 al día 4 post infección para el grupo infectado con N. 
ceranae, si bien, mostró un aumento en la expresión, esta no fue significativa (P: 0,8900). Sin 
embargo, diferencia significativa se observó  en el grupo expuesto a IMI (P: 0,0002) y en el 
grupo expuesto a IMI/N. ceranae (P: 0,021), respecto al grupo control. De igual forma, diferencia 
significativa se observó entre el grupo infectado con N. ceranae y el grupo IMI/N. ceranae (P: 
0,0092). Mientras que, para el grupo de abejas sólo expuestas IMI versus IMI/N. ceranae, no se 
registró un cambio de expresión (P: 0,5714) (Figura 11C). Para el día 7 post infección, un 
aumento significativo en la expresión de defensina-2 se observó en el grupo infectado con N. 
ceranae (P: 0,0025) respecto al control. Por el contrario, no se registraron cambios en la 
expresión en los grupos de abejas sólo expuestas a IMI (P: 0,6073) ni en el grupo de IMI/N 
ceranae (P: 0,8245) cuando se compararon con el grupo control. Los análisis demostraron que 
existe una diferencia significativa en la expresión de defensina-2 entre el grupo infectado con N. 
ceranae versus el grupo IMI/N. ceranae (P: 0,0066). Por el contrario, no se registró diferencia en 
la expresión de defensina-2 entre el grupo IMI e IMI/N. ceranae (P: 0,4494).   
 
A los 4 días post infección, la expresión de himenoptaecina, si bien, aumentó en el grupo 
infectado con N. ceranae, esto no fue significativo (P: 0,2370) respecto al control. En cambio, 
una disminución significativa se observó en el grupo expuesto a IMI comparado con el control 
(P: 0,0028) Por el contrario, para el grupo de IMI/N. ceranae no se registraron cambios en los 
niveles de expresión al compararlos con el control (P: 0,2321). Diferencia significativa se 
observó entre el  grupo infectado con N. ceranae y el grupo IMI/N. ceranae (P: 0,0429). En 
cambio, no se registró diferencia entre el grupo IMI e  IMI/N. ceranae (P: 0,1130), (Figura 11E). 
Siete días post infección, se observó un aumento significativo de los niveles de mRNA de 
himenoptaecina en el grupo infectado con N. ceranae (P: 0,0011) comparado con el control. En 
cambio, no se registró diferencia significativa en el grupo de abejas sólo expuestas a IMI (P: 
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0,3216) comparado con el control. Un aumento significativo se observó en el grupo IMI/N. 
ceranae respecto al control (P: 0,0080). Además, diferencia significativa se observó entre el  
grupo infectado con N. ceranae e IMI/N. ceranae (P: 0,0170) y entre el grupo IMI e IMI/N. 
ceranae (P: 0,0118), (Figura 11F). 
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8. Discusión 
 
En este estudio, se escogió a la abeja europea, Apis melífera, como modelo de estudio para 
estudiar la interacción entre N. ceranae e IMI, debido a su rol como uno de los principales 
insectos polinizadores, los cuales están frecuentemente expuestos a ambos factores dentro y fuera 
de las colmenas y que han sido sindicado como los principales responsables de la disminución de 
la población. 
 
Para conocer la toxicidad oral de IMI en abejas melíferas adultas, se realizaron ensayos 
toxicológicos. En este caso, el LD50 oral a las 48 horas fue 34,2 ng/abeja. Resultados de otros 
laboratorios muestran valores para el LD50 oral entre 41-81 ng/abeja (Nauen et al., 2001), 
mientras que, otros estudios han encontrado valores incluso más bajos: 3,7-40,9 ng/abeja 
(Schmuck et al., 2001). Debido a su amplio rango de valores para el LD50, IMI ha sido difícil de 
categorizar. Sin embargo, la comparación de su LD50 más bajo con el LD50 de otros insecticidas 
tóxicos como el compuesto organofosforado dimetoato (LD50 oral: 152 ng/abeja) y el piretroide 
cipermetrina (LD50 oral: 160 ng/abeja) lo categoriza como uno de los insecticidas más tóxicos 
para las abejas y el cual no debería ser aplicado durante los periodos de floración (Jaycox, 1964 y 
Bendahou et al., 1997). La variación del LD50 podría ser atribuida a diferencias entre las colonias 
(Suchail et al., 2001). Estudios previos han demostrado que la alimentación sería diferente entre 
colonias o incluso en la misma colonia. Otra posibilidad es que abejas de una misma colonia 
tengan una capacidad detoxificadora distinta frente al pesticida (Page et al., 1995). En cambio, 
Creswell (2011) atribuyó esta diferencia a la edad de las abejas, estado nutricional, condiciones 
fisiológicas, subespecies, estación de año en la cual se realizan los experimentos y el manejo 
durante el testeo. Sin embargo, la susceptibilidad del insecticida es estacionalmente dependiente. 
Decourtye et al., (2003) mostró que las abejas eran más susceptibles a IMI en invierno que en 
verano.  
 
En bibliografía, se ha descrito un amplio rango de las concentraciones de IMI encontradas en 
campo, el cual varía dependiendo del modo de aplicación según el cultivo tratado. Es así, como 
se han encontrado cantidades tan pequeñas como 2 ppb hasta alcanzar residuos de IMI que 
sobrepasan los 2.800 ppb (Bonmatin et al., 2005a; Doering et al., 2005b). 
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Las concentraciones subletales utilizadas en este trabajo, coinciden con resultados de otros 
laboratorios, aun cuando existe un amplio rango concentraciones aplicadas en experimentos in 
vitro. Es así como Medrzycki et al., (2003) demostraron que abejas expuestas a 100 y 500 ppb de 
IMI comienzan a tener un efecto 30-60 minutos después de la ingestión del pesticida, reduciendo 
su movilidad y capacidad de comunicación. Yang et al., (2008) mostró que con una 
concentración de 50 ppb de IMI afectó el comportamiento de las abejas 20 minutos después de la 
exposición y a concentraciones de 50, 100, 200, 400, 600 y 800 ppb el porcentaje anormal de 
forrajeo después del tratamiento se incrementó desde 15.2 hasta 83.3%. Incluso fue posible 
detectar cambios en los procesos de aprendizajes en abejas expuestas a dosis tan bajas como 1,25 
ng/abeja (Lambin et al., 2001). 
 
Aunque comúnmente no hay pruebas de laboratorios estándares para estudiar en abejas los 
efectos de la exposición a pesticidas de forma subletal o crónica, el mantenimiento de las abejas 
bajo condiciones de laboratorio antes y durante la experimentación sirve para proporcionar un 
mejor control de variables exógenas. Sin embargo, el enjaulamiento de abejas adultas 
individuales o en grupos, no proporciona una precisión de cómo el pesticida afecta el 
comportamiento o la salud de la colonia bajo condiciones naturales. De hecho, el enjaulamiento 
no sólo aumenta el estrés, sino que también, limita la normal interacción y comportamiento, 
alterando el desarrollo y la fisiología de las abejas. Por otro parte, una dieta deficiente además de 
alterar la sensibilidad a los pesticidas, puede afectar en el desarrollo de la glándula hipofaringeal, 
ovarios, grasa abdominal y respuestas inmunes (Cresswell, 2011). A pesar de esto, los resultados 
de estudios  in vitro proporcionan las bases para las conclusiones acerca de los efectos de IMI y 
otros insecticidas, los cuales pueden ser extrapolados a las condiciones de campo (Fairbrother et 
al., 2014).  
 
La consecuencia más visible frente a la exposición crónica de diversos agroquímicos es la posible 
disminución de la sobrevida. Aunque, estudios previos realizados en campo e in vitro no asocian 
este factor como el responsable por si solo de la desaparición de las abejas. En este estudio, la 
sobrevida acumulada fue de un 65,2 y 50% para aquellas abejas expuestas crónicamente a 150 y 
300 ppb respetivamente a los 7 días post exposición a IMI. Estos bajos valores registrados están 
asociados particularmente a altas concentraciones de IMI a las que las abejas fueron expuestas en 
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relación a los estudios previos. Sin embargo, varios autores han llegado a la conclusión que la 
combinación entre agentes químicos y patógenos puede disminuir de manera considerable la 
sobrevida de las abejas. Los datos obtenidos en este estudio indican que la sobrevida disminuye 
de manera significativa cuando abejas son expuestas a IMI y posteriormente infectadas con N. 
ceranae. Esta disminución es dosis-dependiente, ya que al aumentar la concentración de 
pesticida, también aumenta el número de abejas muertas, estableciendo así, un efecto sinérgico 
entre ambos factores, ya que abejas expuestas a 150 ppb de IMI e infectadas con N. ceranae 
registraron una sobrevida acumulada de un 37% frente a solo al 15 % en abejas expuestas a 300 
ppb e infectadas  a los 7 dpi. Estos resultados tienen relación con lo descrito en trabajos previos. 
Es así como, Alaux et al., (2010) reportó que la administración de IMI a 0,7; 7 y 70 ppb e 
infección con esporas de N. ceranae mostraron una sobrevida de un 60, 55 y 30% 
respectivamente. De igual forma, Vidau et al., (2011) pudo corroborar al infectar abejas recién 
emergidas con N. ceranae y 10 días después exponerlas a 1 ppb de fipronil o 5100 ppb de 
tiacloprid (neonicotinoide) durante 10 días provoca una sobrevida de sólo un 18% y 29% 
respectivamente. Mientras que, Aufauvre et al., (2012), establecieron un efecto sinérgico en 
abejas infectadas con N. ceranae y posteriormente expuestas a 1 ppb de fipronil o viceversa, al 
día 1 y 7 de emergidas. Además, Retschning et al., (2014) establecieron un efecto sinérgico en 
abejas expuestas a 30 y 60 ppb de tiacloprid (neonicotinoide) e infectadas con N. ceranae. 
Recientemente, se ha asociado a que abejas expuestas a 50 ppb IMI e infectadas con el ácaro 
Varroa destructor, provocan también una disminución de la sobrevida de las abejas melíferas 
(Abbo et al., 2016). Por lo tanto, existe evidencia que sugiere que la interacción entre patógenos, 
ya sea microsporidios o ectoparásitos y pesticidas, de tipo neonicotinoide o fenilpirazoles 
provocan un efecto sinérgico en las abejas melíferas. No sólo en abejas se ha descrito tal 
interacción, puesto que, comúnmente se ha usado esta combinación en el manejo de plagas de la 
agricultura. Por ejemplo, compuestos organofosforados y piretroides son usados en combinación 
con el hongo, Beauvaria bassina, para inducir un mayor impacto en la sobrevida de la oruga 
Spilarctia obliqua y al mosquito Anopheles gambiae respectivamente, que solamente exponiendo 
a las plagas a los pesticidas (Purwar y Sachan, 2006; Farenhorst et al., 2009).  
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Otra característica asociada a la exposición de neonicotinoides e infección con N. ceranae es el 
aumento en el grado de infección de este microsporidio (Vidau et al., 2011 y Pettis et al., 2012). 
En este estudio se registró un marcado aumento en el número de esporas por abejas cuando 
previo a la infección fueron expuestas a dosis subletales de IMI. Este aumento resultó ser dosis-
dependiente, ya que al subir la concentración de IMI de 150 a 300 ppb se registró un incremento 
de más de un 144% en la producción de esporas a los 4 días post infección (Figura 10). Hasta la 
fecha, se desconoce el mecanismo asociado a una mayor producción de esporas en abejas 
expuestas a neonicotinoides y a otros pesticidas. Sin embargo, la mayoría de los estudios que 
reportan como una consecuencia la combinación pesticida/parásito y en la cual no han 
investigado el impacto de la exposición del pesticida en el parásito virulento (Farenhorst et al., 
2010; Pachamuthu y Kamble, 2009). Una de las hipótesis más recurrentes que explique este 
aumento en el número de esporas, es que los metabolitos del patógeno podrían estar interfiriendo 
en los procesos de detoxificación.  Vidau et al., (2011) sugirieron que existe una reasignación de 
las enzimas detoxificadoras de pesticidas (citocromo P450, glutaniona transferasa (GSTs) y 
carboxilesteresas (COEs)), para contrarrestar la infección por patógenos, lo que puede 
posiblemente, reducir la cantidad de enzimas disponibles llevar los procesos de detoxificación del 
pesticida blanco y de esta forma, establecer que el aumento de la sensibilidad al pesticida es 
debido a la proliferación del parásito en abejas expuestas al pesticida.  
 
La capacidad de las abejas para responder frente a estos dos factores cuando actúan por si solo o 
en combinación, puede ser medido a través de su respuesta inmune. La habilidad de desarrollar 
este tipo de respuesta se conoce como inmunocompetencia (Wilson-Rich et al., 2009). El sistema 
inmune de las abejas puede ser clasificado en sistema inmune humoral y celular. Este último, es 
constituido por hemocitos de distintos tipos, los cuales proporcionan defensas y los cuales, están 
involucrados en el reconocimiento de patógenos, y que a menudo, está acoplado a la síntesis de 
melanina catalizada por la enzima fenoloxidasa. James y Xu, (2011), describieron que varios 
pesticidas afectan componentes de la respuesta celular y de la cascada fenoloxidasa en polillas. 
Sin embargo, estos efectos no se han registrado en abejas. De hecho, existe evidencia que la 
exposición a pesticida (IMI) no afecta componentes de la respuesta celular o la cascada de la 
fenoloxidasa de las abejas (Alaux et al., 2010).  
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El otro componente de sistema inmune de las abejas, es la inmunidad humoral, compuesta por la 
inducción de péptidos antimicrobianos (AMPs), los cuales son sintetizados principalmente en la 
grasa corporal, hemocitos y túbulos de Malpighi, este último, además, es el mayor sitio de 
detoxificación de pesticidas (Mao et al., 2011). Varios autores han descrito que existe una 
alteración en la expresión de los AMPs cuando abejas están infectadas con bacterias (Evans, 
2004), hongos (Evans 2006) y microsporidios (Antúnez et al., 2009). El análisis de expresión 
génica de este estudio, mostró resultados opuestos a Antúnez et al., (2009) y Chaimanee et al., 
(2012), puesto que, mostraron una disminución significativa de la expresión de los AMPs. Por el 
contrario, Garrido et al., (2016) encontró que la expresión de los AMPs no cambió en abejas 
infectadas 10 días después de la infección. Estas diferencias en los niveles de expresión pueden 
ser explicadas en parte, por los distintos días post infección en los cuales se realizaron los 
análisis, ya que posiblemente el patrón de expresión puede ir cambiando día a día. Además, 
existen diferencias entre el número de esporas utilizados para la infección y cómo se realizó la 
infección, puesto que, algunos autores realizaron una  infección individual como en el caso de 
Antúnez et al., (2009) y Garrido et al., (2016), a diferencia de Chaimanee et al., (2012) en el 
cual, las abejas se alimentaron ad libitum a través del alimento contaminado llegando a un 
recuento de 25.000 esporas a los 6 días post infección. 
 
La expresión de los genes relacionados con inmunidad humoral no ha sido evaluada 
anteriormente en abejas adultas expuestas a IMI. A pesar de esto, existe evidencia que sugiere 
que la exposición a pesticidas altera la expresión de AMPs. Es así como (Garrigo et al., 2013) 
demostraron que abejas expuestas a flumetrina (piretroide) conlleva a un aumento en la expresión 
de himenoptaecina en abejas nodrizas. Por otra lado, Derecka et al., (2013) registró un 
incremento de abaecina en larvas expuestas a IMI. Los resultados del presente estudio, 
demuestran que existe una alteración de la expresión de los genes de inmunidad humoral en 
abejas expuesta a IMI con una concentración de 150 ppb ppb a los 4 días post infección. Tanto 
abaecina, como defensina-2 e himenoptaecina disminuyeron su expresión de manera 
significativa respecto al control (Figuras 11A, 11C, 11E). Estudios previos, dan cuenta de 
algunos efectos a nivel celular bajo una exposición crónica de dosis subletales de pesticidas. Se 
ha asociado que una alteración en la actividad mitocondrial, provoca una menor síntesis de ATP 
en la cabeza y tórax de abejas adultas expuestas a fipronil e IMI (Nicodemo et al., 2014).  
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Otros autores asocian que la exposición a IMI produce cambios morfológicos y alteraciones 
inmunocitoquímicas  en los túbulos de Malpighi. Estas estructuras que forman parte del sistema 
excretor promueven un mayor contacto con la hemolinfa aumentando el consumo de sustancias. 
Se ha descrito que al estar expuestas a IMI, se produce una reducción y una pérdida parcial de las 
células que conforman estos túbulos, comprometiendo, de esta forma, la reabsorción de iones y 
agua (Cruz-Landim, 1998). Asimismo, se observó una compactación de la cromatina en el 
núcleo, lo que puede resultar en una menor actividad transcripcional (Almeida et al., 2013). Por 
lo tanto, se sugiere que la exposición subletal de IMI induce la muerte celular. A los 7 días post 
infección del presente estudio,  la exposición a IMI continua afectando la expresión de los AMP’s 
puesto que, no alcanza los niveles de respuesta en comparación a abejas sólo infectadas con N. 
ceranae (Figura 11B, 11D, 11F). Clarke (1990) sugirió que existe una vacuolización en las 
células expuestas a insecticidas y que tales alteraciones sólo se producen principalmente durante 
los primeros días frente a la exposición, lo que indica la presencia de vacuolas, sugiriendo que 
hay una actividad autofágica en dichas células. Estos resultados indican que las células expuestas 
a pesticidas, inicialmente son sometidas a una fase autofágica, el cual es un proceso fisiológico 
normal para reciclar proteínas y organelos celulares (Yoshimori, 2004). Esta evidencia, puede 
explicar el que exista una diferencia de expresión de los genes que codifican los AMPs, además 
el cual, puede ser extrapolado a las células epiteliales del intestino medio de las abejas. Para ello, 
técnicas inmunocitoquímicas podrían ser utilizadas para comprobar estas alteraciones en este tipo 
de tejido. 
 
Otra forma en los cuales los pesticidas pueden afectar la expresión genes que codifican para los 
AMPs, es alterando la expresión de factores de transcripción que activen la síntesis de AMPs. Di 
Prisco et al., (2013) demostró que el neonicotinoide clotianidina modula negativamente el factor 
de transcripción NF-κB responsable de la activación de las vías de señalización Imd y Toll  y 
además, mostró una disminución en la expresión del AMP Apidaecina, demostrando que este 
factor es importante para activar la respuesta inmune humoral en abejas melíferas. Posiblemente 
IMI pueda estar realizando una acción similar, puesto que ambos neonicotinoides están 
clasificados en el grupo de las nitroguanidinas. Aunque, el mecanismo acerca de cómo los 
neonicotinoides pueden alterar la expresión de lo AMPs aún es incierto. 
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Al comparar los niveles de expresión entre abejas que sólo fueron expuestas a IMI y aquellas que 
además de estar expuestas, estaban infectadas con N. ceranae no se registraron diferencias. La 
disminución de la expresión, por lo tanto, sólo puede ser asociada al efecto del pesticida en las 
células. IMI parece tener un efecto de inmunosupresión que impide la expresión y síntesis de los 
AMP´s en abejas y el cual tampoco puede ser activado en presencia de patógenos, como N. 
ceranae. 
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9. Conclusiones 
 
Los estudios in vitro, dan la oportunidad de estudiar el efecto de pesticidas contra organismos no 
blancos, los cuales, a menudo, son difícil de realizar en campo: Además, este tipo de estudios, 
sirve para establecer la dirección en futuros trabajos sobre la interacción entre patógenos e 
insecticidas. Aunque, la variación de los efectos de IMI y la infección con N. ceranae puede ser 
asociado a las condiciones en las cuales se realizan los ensayos, además de variaciones genéticas 
y estacionales. 
 
Se demostró que existe una disminución de la sobrevida cuando abejas son expuestas a dosis 
subletales de IMI 150 y 300 ppb. Sin embargo, la interacción entre insecticidas y patógenos se ha 
postulado como uno de los grandes responsables del síndrome del colapso de las colonias (CCD). 
Es así como en este estudio, se demostró que una combinación de IMI e infección con N. ceranae 
constituye un riesgo significativo para la salud de las abejas a través de la disminución en la 
sobrevida y de un aumento en el grado de infección. Por lo tanto, la combinación de ambos 
factores produce un efecto sinérgico en las abejas expuestas a 300 pbb de IMI. 
 
La exposición a concentraciones subletales de imidacloprid aumenta el grado de infección por N. 
ceranae Este aumento en la severidad de la infección por N. ceranae en abejas expuestas 
previamente a IMI, está relacionado con una alteración en la expresión de los genes abaecina, 
defensina-2 e himenoptaecina.  
 
Además, se pudo determinar por primera vez que IMI altera la expresión de los genes que 
codifican para los AMP’s abaecina, defensina-2 e himenoptaecina a los 6 días post exposición, 
aunque el mecanismo por el cual se produce esta alteración en los niveles de transcritos se 
desconoce aún. Por lo tanto, la exposición a IMI inhibe la respuesta inmune individual frente a la 
infección de N. ceranae. 
 
Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo, pueden ser de ayuda para evaluar en un 
futuro la restricción de este tipo de pesticidas en la agricultura, con el objetivo de salvaguardar no 
solo a las abejas melíferas, sino que también a otros insectos polinizadores.  
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